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 RIASSUNTO 
Le mutazioni somatiche dei tumori epiteliali del timo sono state descritte 
recentemente in studi di exome sequencing. La possibilità di determinare queste 
mutazioni nei pazienti rappresenterebbe un utile strumento per poter programmare 
strategie terapeutiche mirate da valutare in appropriati studi clinici. Grazie alle 
tecnologie di exome sequencing con targeted enrichment è possibile disegnare un 
pannello di geni specifico per le mutazioni dei timomi. 
Abbiamo testato il pannello custom ad ampliconi TrueSeq di Illumina in 8 
tumori epiteliali del timo. Il metodo si è dimostrato fattibile ed i risultati riproducibili tra 
i controlli interni. Nonostante siano state individuate 173 variazioni rispetto al genoma 
di riferimento, solamente 2 erano possibili candidate per essere mutazioni somatiche. La 
mancanza in 7 degli 8 casi del DNA normale dei pazienti ha reso più complesso il 
nostro lavoro di interpretazione. Tuttavia, abbiamo individuato la mutazione somatica di 
FGFR2 S525W per la prima volta in un timoma di tipo A. 
Sebbene i dati siano promettenti, il nostro programma prevede di proseguire il 
test di altre piattaforme di targeted capture per identificare la più idonea per la nostra 
analisi. L’utilizzo di questo pannello di mutazioni potrebbe rappresentare un utile 
strumento anche per la caratterizzazione di altri tumori come ad esempio il tumore del 
polmone.  
Parole Chiave: TETs Tumori Epiteliali Timici, NGS Next Generation Sequencing 
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1.1. Anatomia del Timo 
 
Il timo è localizzato posteriormente allo sterno, nel mediastino anteriore (Fig 1). Ha 
consistenza nodulare e colorito rosaceo; raggiunge la sue grandezza massima entro i 
primi due anni di vita e continua ad accrescersi fino alla pubertà, quando il suo peso è di 
30-40g. Dalla pubertà in poi inizia la sua involuzione, e le cellule, un tempo 
funzionalmente attive, vengono sostituite da tessuto connettivo fibroso. 
 
 
Figura 1: Posizione anatomica del timo e rapporti con gli organi vicini. 
 
È rivestito da una capsula fibrosa che lo divide in due lobi e invia all’interno setti 
connettivali che suddividono il parenchima in lobuli (Fig. 2). All’interno di ogni lobulo 
si possono osservare 2 zone principali: la corticale e la midollare. La zona corticale si 
trova perifericamente ed è ricca in timociti, i precursori dei linfociti T,  frammisti a 
cellule epiteliali timiche. Queste cellule epiteliali sono responsabili della produzione 
degli ormoni timici che promuovono il differenziamento delle cellule T (timosina-1, 
timopoietina, timopentina, timulina, fattore timico umorale e IGF-1). La zona midollare 
del timo è ricca in cellule epiteliali con occasionali timociti. Nella midollare, le cellule 
epiteliali del timo possono organizzarsi a formare i corpuscoli di Hassal, la cui funzione 
resta sconosciuta (Fig 3). Inoltre, esistono poi due zone del timo di importanza 
funzionale: la zona di giunzione tra corticale e midollare le cui cellule hanno aspetti 
immunofenotipici di entrambe le zone e la zona sotocapsulare dove migrano dal midollo 
osseo i precursori più immaturi dei linfociti. 
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Figura 2: Timo umano. Sezione semifine di timo con evidenti sepimenti connettivali che dividono 
l’organo in lobi.  
 
 
Figura 3: Timo umano. Nella midollare del timo le cellule epiteliali midollari possono assumere un 
andamento circolare così da formare bulbi detti corpuscoli timici o corpuscoli di Hassal (frecce). 
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1.2 Funzione del Timo 
 
Durante lo sviluppo embrionale, il timo prende origine dall’endoderma della terza 
tasca branchiale. Nell’organo migrano elementi della cresta neurale che formarono le 
cellule stromali dei setti del timo e i precursori ematopoietici. L’interazione tra cellule 
epiteliali di origine endodermica ed i timociti e` necessario per lo sviluppo normale del 
timo.  Lo studio dei modelli murini ha permesso di identificare nel fattore trascrizionale 
FoxN1 uno dei regolatori chiave nello sviluppo del timo: FoxN1 correla con lo stato di 
specializzazione delle cellule epiteliali timiche (TEC, thymic epithelilal cells) ed è 
necessario per il reclutamento dei precursori dei linfociti e per l’ulteriore 
specializzazione delle TEC corticali e midollari. (1,2). La proliferazione delle TEC 
midollari è guidata, tra gli altri fattori, dal fattore di crescita dei fibroblasti (FGF)-7, 
noto anche come fattore di crescita dei cheratinociti, e dal recettore per la linfotossina 
beta (LTβR) (1). 
I precursori delle cellule T arrivati nel timo vanno incontro ad una serie di processi 
di differenziamento ben documentati, che sono tipicamente definiti basandosi 
sull’espressione delle molecole CD4 e CD8 e dal riarrangiamento del T cell receptor. I 
timociti sono inizialmente doppi negativi (DN) CD4- CD8-, poi diventano doppi 
positivi CD4+ CD8+ (DP), e infine cellule singolo-positive (SP), CD4+ o CD8+. A 
livello del timo avviene la maturazione dei timociti in linfociti T. Infatti, i linfociti T 
riarrangiano le porzioni VDJ del loro T cell recpetor alpha-beta o gamma-delta. Sempre 
a livello del timo vengono selezionati prima, quei linfociti capaci di riconoscere il 
sistema maggiore di istocompatibilità, e poi quelli che non riconoscono antigeni self per 
mezzo di due diversi processi: la selezione positiva e negativa, rispettivamente. Con 
l’età, sia ha la perdita graduale della struttura e della funzionalità timica (involuzione 
timica). In alcune condizioni di ripopolamento dei linfociti T come dopo trapianto di 
midollo si può osservare una ripopolazione ed un ingrandimento del timo (3). 
 
1.3 Epidemiologia dei tumori epiteliali del timo 
 
 I tumori epiteliali del timo sono neoplasie rare, tuttavia, rappresentano i tumori 
primitivi più frequenti del mediastino anteriore. Hanno un’incidenza di 0.2-0.3 per 
100.000 persone l’anno (4, 5), l’incidenza aumenta con l’aumentare dell’ età con un 
picco intorno alla VI decade e la maggioranza dei pazienti con un età maggiore di 40 
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anni. Questi tumori sono estremamente rari tra gli adolescenti o i giovani adulti (6).  I 
tumori epiteliali del timo sono piu` frequenti nella popolazione che abita le isole del 
Pacifico dell’Asia e tra gli americani (7). Si ritiene che i pazienti affetti da timoma 
abbiano un piu` alto tasso di incidenza di seconde neoplasie in particolare di linfomi di 
Hodgkin (7). 
 I pazienti affetti da timoma, sia in forma invasive che in stadio iniziale, 
presentano una sopravvivenza inferiore rispetto a quella della popolazione sana 
aggiustata per eta` (8). 
 
1.4 Classificazione istologica e stadiazione dei tumori epiteliali del timo  
 
La definizione di un sistema classificativo appropriato per i tumori epiteliali del 
timo è stato oggetto di dibattito per molti anni con scarso consenso tra i patologi. Dal 
1999, la World Health Organization ha proposto un sistema di classificazione che si è 
progressivamente affermato negli anni ed al quale sono state apportate periodiche 
modifiche fino alla versione più recente pubblicata nel 2015. La classificazione WHO 
divide i tumori epiteliali del timo in 5 gruppi principali in base alla morfologia delle 
cellule tumorali ed all’aspetto istologico del pezzo tumorale (Figura 4). Nella classe 
A troviamo cellule fusate e scarsi linfociti, nella classe B cellule poligonali e un numero 
variabile di linfociti secondo tre sottotipi: B1 con abbondanti linfociti, B2 con medio 
numero di linfociti, B3 con scarsi linfociti. La classe AB è caratterizzata da cellule con 
ambedue gli aspetti epiteliali e scarsi linfociti. Con la modifica apportata nel 2004 il 
carcinoma timico vero e proprio, in precedenza indicato come timoma C, è stato del 
tutto staccato dalla categoria dei timomi. Le atipie cellulari sono minime in A, AB e B1, 
basse in B2 e moderate in B3. 
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Figura 4: La classificazione WHO divide i tumori epiteliali del timo in 5 gruppi principali in base alla 
morfologia delle cellule tumorali ed all’aspetto istologico del pezzo tumorale 
 
Il sistema di stadiazione più comunemente accettato è quello proposto da Masaoka and 
Koga (9), che prevede sei stadi (I, IIa, IIb, III, IVa, IVb) e si basa sull’invasione macro 
o microscopica nelle strutture del mediastino (Tabella 1).  
 
Tabella 1: Stadiazione clinico-patologica di Masoka and Koga 
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1.5 Biologia del timoma e del carcinoma timico 
 
La relativa scarsa frequenza dei timomi, e la difficoltà di stabilire linee cellulari 
umane di timoma hanno reso difficile l’analisi genetica di questi tumori per molto 
tempo. Recentemente è stato eseguito exome sequencing in 28 casi di tumori epiteliali 
del timo (10). Il confronto tra il DNA normale e quello tumorale di questi campioni ha 
dimostrato un più alto numero di mutazioni nei carcinomi del timo rispetto ai timomi. 
Nei carcinomi del timo era alta la frequenza di mutazione di geni comunemente 
implicati nel cancro come TP53, CYLD, BAP1 KIT e CDKN2A. Al contrario, nei 
timomi le mutazioni erano occasionali e non ripetute ad eccezione della mutazione di 
GTF2I presente nella stragrande maggioranza dei timomi di tipo A ed AB (10). La 
funzione di GTF2I a livello cellulare è oggi oggetto di studio; l’espressione ectopica 
della mutazione in linee cellulari aumentava il rate di proliferazione delle cellule 
probabilmente a causa di una stabilizzazione della proteina (10).  
Il sequenziamento di un pannello di 197 geni definiti in base ai risultati di exome 
sequencing ha consentito di identificare le mutazioni di un gruppo di tumori epiteliali 
del timo in stadio avanzato (95% in stadio IVA/IVB e 60% TC), ha individuato nei 
carcinomi timici mutazioni ricorrenti in geni coinvolti nella modificazione istonica 
BAP1, SETD2, ASXL1, in geni di rimodellamento della cromatina quali SMARCA4, e 
nella metilazione del DNA DNMT3A, TET2, WT1 (11). Inoltre, un recente studio, ha 
analizzato 15 carcinomi timici e 6 timomi B3. Mutazioni somatiche non silenti sono 
state individuate nell’80% dei carcinomi timici analizzati a carico di geni soppressore di 
tumore quali TP53, SMAD4,CYLD; e in geni di rimodellamento della cromatina 
KDM6A , SETD2, MLL3 e MLL2. Per i tumori con mutazioni in  TP53 è stato osservato 
un andamento più aggressivo: più alto tasso di recidiva e morte rispetto ai carcinomi 
con normale espressione di TP53. Tra i timomi di tipo B3 inclusi nello studio (6 in 
tutto) sono state riscontrate mutazioni in BCOR (BCL6 co-repressor, osservato in tre 
timomi) e MLL3 (coinvolto nella metilazione istonica, osservato in uno dei casi 
analizzati) (12). La mutazione di BCOR e` stata evidenziata anche dal sequenziamento 
dell’intero genoma di un timoma B3 (13). 
I timomi A, AB, B2, B3 ed i carcinomi del timo si differenziano per il numero e 
la tipologia di copy number aberrations a livello genomico. I timomi di tipo A hanno un 
assetto per lo più diploide, al contrario i carcinomi del timo presentano frequente 
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duplicazione del cromosoma 1q e perdita dei cromosomi 6 e q13 (10, 14). Tali 
differenze erano già state suggerite per mezzo di analisi di comparative genomic 
hybridization (CGH) da Zettl e collaboratori (15). Il recente uso di tecnologie di array 
CGH ha consentito di identificare focali delezioni di CDKN2A ed amplificazioni di 
BCL2 nei timomi B3 e nei carcinomi timici (10, 14). 
L’overespressione di KIT insieme a quella del CD5 è una caratteristica peculiare 
dei carcinomi del timo ed è un marker frequentemente utilizzato per differenziarli dai 
timomi e dai tumori B3 del polmone squamosi. Circa il 10% dei carcinomi del timo 
presentano anche mutazioni di KIT. Risposte obiettive al trattamento con inibitori di 
KIT come imatinib, sunitinib o sorfenib sono state descritte in pazienti affetti da 
carcinoma del timo metastatico con mutazione di KIT. 
 
1.6 Tecnologie per il sequenziamento del DNA: da Sanger ai sistemi di Next -
Generation Sequencing (NGS) 
 
Nel 1977 sono stati pubblicati due lavori fondamentali relativi ai metodi di 
sequenziamento del DNA. Allan Maxam  e Walter Gilbert hanno descritto un metodo in 
cui i frammenti di DNA marcati in posizione terminale venivano sottoposti a scissione 
chimica base-specifica e i prodotti della reazione successivamente separati mediante 
elettroforesi su gel. Con un approccio alternativo, Frederick Sanger et al. hanno 
descritto l’uso di analoghi sintetici di deossinucleotidi terminatori, che incorporati nella 
catena nascente di DNA ne impedivano l’ulteriore allungamento in maniera base 
specifica. Il perfezionamento e la commercializzazione di questo ultimo approccio 
hanno portato alla sua diffusione nella comunità scientifica e, di conseguenza, nella 
diagnostica clinica. In un’ applicazione industriale su larga scala, il metodo Sanger è 
stato impiegato nell’ambito del “Progetto Genoma Umano” per il sequenziamento 
completo del primo genoma; l’obiettivo che è stato raggiunto nel 2003, dopo 13 anni di 
lavoro e con un costo stimato di 2,7 miliardi di dollari. In confronto, nel 2008 il 
sequenziamento del genoma umano ha richiesto 5 mesi di lavoro con un costo di circa 
1,5 milioni di dollari. Quest’ultimo risultato evidenzia la rapida evoluzione nel campo 
delle tecnologie di “next generation sequencing” (NGS) che sono emerse negli ultimi 
anni (16). Con le più recenti tecnologie è possibile realizzare il sequenziamento 
dell’intero genoma di un individuo in meno di una settimana con un costo vicino ai 
1000 dollari. Ciò rende possibile questo tipo di sequenziamento in campo oncologico 
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potendo sequenziare il genoma tumorale e quello “normale” dei relativi pazienti è 
possibile stabilire le mutazioni somatiche del tumore.  
  Il numero di dati relativi al sequenziamento, archiviati in banche dati pubbliche,  
è aumentato significativamente nel corso degli ultimi anni ed è destinato a crescere 
ancora più velocemente. La difficoltà nel sequenziamento si è quindi spostata dalla 
generazione della sequenza alla gestione e analisi dei dati generati. Il volume di dati 
rappresenta oggi una sfida importante per l'archiviazione, il backup e l'analisi dei dati. 
 
1.7 Il sequenziamento Sanger 
 
Il sequenziamento Sanger è stato sviluppato nel 1977 da Frederick Sanger ed è stato 
ampiamente utilizzato in passato per caratterizzare il genoma di molti organismi. Il 
protocollo prevede inizialmente l’amplificazione delle molecole di DNA da 
sequenziare, ad esempio tramite semplice reazione di PCR. La successiva fase di 
sequenziamento inizia con la denaturazione delle molecole in input, che porta alla 
separazione dei due singoli filamenti di DNA. Il successivo passaggio è il primer 
annealling, che crea un punto di partenza per la sintesi del filamento complementare, 
catalizzata da una DNA polimerasi. La reazione di sintesi del filamento inizia 
aggiungendo alla soluzione contenente i filamenti di DNA l’enzima DNA polimerasi e i 
quattro nucleotidi dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP). Alla miscela vengono inoltre 
aggiunti dei dideossinucleotidi (ddNTP) in quantità inferiore rispetto ai dNTP e marcati 
con un fluorescente. I ddNTP possono essere incorporati nel filamento sintetizzato dalla 
DNA polimerasi esattamente come un nucleotide normale, ma comportano la 
terminazione dell’elongazione del filamento generato. Ciò accade perché il ddNTP è 
privo del gruppo ossidrilico nella posizione 3’ dello zucchero che lo compone (Figura 1) 
e non fornisce quindi il sito di legame per il dNTP successivo: ogni volta che un ddNTP 
viene incorporato dalla DNA polimerasi si ha la terminazione della catena. 
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Figura 5: Struttura di un dNTP e di un ddNTP. Il cerchio rosso indica la posizione in cui il gruppo –OH 
viene sostituito da un –H. 
 
Il rapporto tra dNTP e ddNTP è tale da consentire la polimerizzazione di un tratto 
notevole di filamento prima che venga aggiunta una molecola di ddNTP. Si ottengono 
così quattro famiglie distinte di nuovi filamenti: una che contiene filamenti che 
terminano tutti in dATP, una di filamenti che terminano in dTTP e così via. Ogni 
famiglia comprende filamenti di lunghezza diversa, secondo la posizione in cui è 
avvenuto l’evento di terminazione.  
I ddNTP sono marcati per fluorescenza, cioè legati covalentemente ad un fluorocromo il 
cui colore identifica univocamente lo specifico ddNTP. Le quattro famiglie di filamenti 
saranno perciò distinguibili fra loro, anche se unite in un’unica miscela. Il tipo di 
ddNTP che costituisce l’ultima base del filamento è quindi noto; rimane incognita la 
lunghezza del filamento. Questa informazione si ottiene applicando l’elettroforesi 
capillare, un’evoluzione della tecnica originaria che utilizzava invece l’elettroforesi su 
gel. All’uscita del capillare, un laser eccita i marcatori fluorescenti provocando 
emissioni elettromagnetiche, captate da un rilevatore che ne riconosce la lunghezza 
d’onda ottenendo la “traccia” Sanger, poi elaborata dal software in picchi di colore 
diverso (elettroferogramma). Note le lunghezze dei frammenti e il ddNTP con cui 
terminano è immediato leggere la sequenza: se un frammento è lungo 20nt e il 
marcatore è del colore che identifica una G, in posizione 20 della sequenza ci sarà per 
l’appunto una guanina. La tecnologia Sanger permette di ottenere sequenze di 
lunghezza fino ai 1000 nucleotidi. Gli errori di sequenziamento sono imputabili 
principalmente ad errori di amplificazione, a contaminazioni del campione, a errato 
riconoscimento dei ddNTP o della lunghezza delle sequenze, a causa di errori nella 
separazione elettroforetica. Mediamente il tasso di errore (media valutata su tutte le basi 
della sequenza) è comunque piuttosto basso, compreso tra 10
-5 
e 10
-6 
. 
 
1.8 Piattaforme di Next Generation Sequencing  
 
Il sequenziamento di nuova generazione (NGS) detto anche sequenziamento 
parallelo massivo prevede la generazione di multiple sequenze di DNA di breve 
lunghezza. Tali sequenze tramite un’analisi bioinformatica vengono allineate al genoma 
di riferimento, ciò consente di identificare le differenze tra questo ed il genoma del 
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paziente. Il metodo con cui queste brevi sequenze di DNA, dette reads, sono generate 
varia a seconda della metodica di sequenziamento utilizzata. Nelle tecnologie NGS,  il 
sequenziamento viene effettuato mediante cicli ripetuti di estensione di un singolo 
nucleotide ad opera di una particolare polimerasi. Poiché la procedura è parallela e 
massiva, tali piattaforme consentono di sequenziare da centinaia di Mb (milioni di paia 
basi) fino a Gb (miliardi di paia di basi) di DNA in un’unica seduta analitica, a seconda 
del tipo di apparecchiatura utilizzata (17). 
 
Roche/454 Life Sciences 
 
La tecnologia 454 deriva dalla convergenza di due metodiche: il 
pirosequenziamento e la “polymerase chain reaction” (PCR) in emulsione. Grazie alla 
combinazione delle due tecniche, Marguelis et al. hanno potuto effettuare il 
sequenziamento dell’intero genoma di Mycoplasma genitalia (580.069 pb) in un’unica 
corsa seduta ottenendo un coverag (livello di copertura delle read sul genoma di 
riferimento)  del 96% e un’accuratezza del 99.96%. Nel 2007 è stata introdotta una 
seconda versione della piattaforma 454, la GS FLX.  Tale sistema, che si basa sulla 
stessa tecnologia della precdente GS20, ma prevede l’impiego di una “slide”  a fibre 
ottiche definita piastra “picotiter”. Nel suo formato più recente, sulla superficie della 
“slide” sono incisi circa 3.4x106 pozzetti in ciascuno dei quali avviene la reazione di 
sequenziamento.  Per il sequenziamento viene generata una libreria di frammenti di 
DNA mediante nebulizzazione o sonicazione. Successivamente alle estremità di tali 
frammenti di DNA vengono legati degli oligonucleotidi adattatori. La libreria viene 
quindi diluita a una concentrazione tale da ottenere singole molecole di DNA, che sono 
denaturate e ibridate a singole a singole biglie rivestite da sequenze complementari a 
quelle degli oligonucleotidi adattatori. Le biglie sono catturate nelle goccioline di 
un’emulsione acqua-olio, in cui avviene la reazione di amplificazione in modo clonale 
di ogni singola molecola di DNA. Dopo l’amplificazione, le biglie che portano 
immobilizzati i prodotti di amplificazione clonale vengono recuperate dall’emulsione, 
separate mediante un’ulteriore diluizione, depositate nei singoli pozzetti della piastra 
“picotiter” e combinate con gli enzimi necessari per la reazione di sequenziamento. La 
piastra viene introdotta nel sequenziatore in cui sono effettuati cicli iterativi di 
pirosequenziamento mediante aggiunte successive di dNTP. All’interno di ogni 
pozzetto contenente i prodotti di amplificazione clonale, ad ogni incorporazione 
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nucleotidica si ha la produzione di pirofosfato e la conseguente generazione di un 
segnale luminescente, che viene trasmesso attraverso le fibre ottiche da una camera 
“charge-coupled device” (CCD) collegata ad un computer per l’analisi del dato. Grazie 
all’introduzione della chimica “Titanium”, una singola corsa, la piattaforma GS FLX 
puo` generare 1x10
6 
reads di lunghezza intorno a 400 basi (17). 
 
 
Figura 6: Sequenziamento mediante piattaforma Roche 454 GS FLX. Il DNA  è frammentato, legato ad 
adattatori e amplificato mediante PCR in emulsione. Dopo l’amplificazione le biglie sono depositate nei 
pozzetti della piastra picotiter insieme con gli enzimi necessari al sequenziamento. 
 
Illumina/Solexa 
 
La prima piattaforma Solexa per il sequenziamento di frammenti corti di DNA è 
stata introdotta sul mercato a partire dal 2006 e, in seguito, acquistata da Illumina. Lo 
strumento utilizza una cella a flusso otticamente trasparente a cui sono legati degli 
oligonucleotidi di ancoraggio. Il DNA è frammentato in segmenti lunghi alcune 
centinaia di basi le cui estremità vengono fosforilatele in posizione 5’. L’attività 
polimerasica del frammento di Klenow è utilizzata per aggiungere una singola base di 
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adenina all’estremità 3’ del frammento di DNA stampo fosforilato. Questa aggiunta 
prepara i frammenti di DNA per il processo di ligazione ad oligonucleotidi adattatori.  
Questi adattatori sono complementari agli oligonucleotidi prsenti sulla cella a flusso. 
Dopo appropriata diluizione i frammenti di DNA con i relativi adattatori alle estremità` 
sono ibridizati sulla cella di flusso. A differenza della PCR in emulsione, i frammenti di 
DNA sono amplificati mediante un’amplificazione “a ponte” (“bridge amplification”), 
una volta legati alla superficie solida. Cicli multipli di amplificazione generano dei 
cluster di sequenze identiche in vari punti della cella di flusso isolati spazialmente. In 
una singola cella a flusso possono essere generati circa 50x 10
6 “cluster” separati. Per il 
sequenziamento, i “cluster” sono denaturati e una successiva reazione di scissione 
chimica e lavaggio consente di ottenere solo i filamenti “senso” (“forward”). Il 
sequenziamento dei filamenti “senso” avviene mediante ibridazione di un “primer” 
complementare alla sequenza dell’oligonucleotide adattatore; successivamente, si ha 
l’aggiunta di una DNA polimerasi e di una miscela di 4 nucleotidi terminatori 
“reversibili” marcati con fluorofori differenti. I nucleotidi terminatori sono incorporati 
in base alla complementarietà della sequenza di ciascun filamento, all’interno di ogni 
“cluster” clonale. Dopo l’incorporazione, i reagenti in eccesso vengono rimossi con un 
lavaggio e la fluorescenza relativa ad ogni “cluster” viene rilevata e registrata. Mediante 
successivi passaggi, la sequenza di ogni singolo cluster viene determinata.  
Con la piattaforma Illumina l’accuratezza nell’identificazione delle basi (”base 
calling”) diminuisce con l’aumentare della lunghezza delle “read”. Questo fenomeno è 
dovuto principalmente all’aumento dei segnali di interferenza, costituendo un problema 
tecnico per il processo di sequenziamento. E la lunghezza delle reads risulta essere più 
corta. Inizialmente, le reads erano di 35 basi, con l’attuale evoluzione tecnologica si 
possono ottenere reads di 250 basi con un buona accuratezza della sequenza (17). 
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Figura 7: Sequenziamento mediante piattaforma Illumina Genome Analyzer. Il DNA a singolo filamento 
modificato con oligonucleotidi adattatori è aggiunto alla cella a flusso e immobilizzato mediante 
ibridazione. L’amplificazione “a ponte” genera “cluster” di frammenti amplificati clonalmente. I “cluster” 
sono denaturati e recuperati; il sequenziamento ha inizio con l’aggiunta di “primer”, DNA polimerasi e 4 
nucleotidi terminatori reversibili marcati con composti fluorescenti. Dopo l’incorporazione delle basi, la 
fluorescenza è rilevata e registrata. La fluorescenza e il blocco sono rimossi prima del successivo ciclo di 
sintesi. 
 
Applied Biosystems 
 
La piattaforma “Supported Oligonucleotide Ligation and Detection” (SOLiD) 
distribuita da Applied Biosystems è una tecnologia per il sequenziamento di “short 
reads” di DNA basata su reazioni di ligazione. I frammenti di DNA sono legati a 
oligonucleotidi adattatori, immobilizzati su biglie e amplificati mediante PCR in 
emulsione. Le biglie con i prodotti di amplificazione vengono fissate su una cella a 
flusso, sulla quale ha luogo la reazione di sequenziamento. La reazione di 
sequenziamento viene innescata dall’ibridazione di un primer complementare 
all’adattatore. Invece di fornire un gruppo ossidrile al 3’ per l’estensione mediata dalla 
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DNA polimerasi, il primer è orientato in modo da fornire un gruppo fosfato al 5’ per 
consentire la ligazione di sonde durante il primo ciclo di sequenziamento (“ligation 
sequencing”). Ogni sonda consiste in un ottamero costituito (in direzione 3’→5’) da 2 
basi specifiche seguite da 6 basi degenerate con uno dei 4 marcatori fluorescenti legato 
all’estremità 5’. Le 2 basi specifiche corrispondono a una delle 16 possibili 
combinazioni di doppiette di basi (per es. TT, GT etc.). Nel primo passaggio di ligation 
sequencing sono presenti una ligasi termostabile e le sonde rappresentanti le 16 possibili 
combinazioni, che competono tra loro per l’ibridazione alla sequenza stampo 
immediatamente adiacente al primer. Dopo il legame delle sonde, viene effettuata una 
reazione di ligazione a cui segue una fase di lavaggio per eliminare le sonde non 
ibridate. I segnali di fluorescenza vengono rilevati e la porzione marcata delle sonde 
ligate viene tagliata e allontanata tramite un lavaggio in modo da rigenerare un gruppo 
fosfato all’estremità 5’. Nei cicli successivi di sequenziamento, le sonde vengono ligate 
al gruppo fosfato all’estremità 5’ del pentamero precedente. Vengono effettuati 7 cicli 
di ligazione successivi, definiti come un round, per estendere il primo primer. 
Successivamente , il filamento sintetizzato viene denaturato e viene ibridato un nuovo 
primer di sequenziamento, sfasato di una base (n-1) rispetto al primer usato nel 
passaggio precedente. In totale sono realizzati 5 round, utilizzando ogni volta nuovi 
primer sfasati di basi successive (n-2, n-3 e cosi via), e questo tipo di approccio 
permette che ogni nucleotide del DNA stampo venga sequenziato due volte. Con una 
seduta analitica sono generate reads di lunghezza pari a 35bp, la cui composizione 
nucleotidica viene interpretata in base ai risultati ottenuti dalla ligazione delle diverse 
sonde con le 16 combinazioni possibili di doppiette di basi. Grazie all’utilizzo di 
primers sfasati, vengono sequenziate diverse basi dell’oligonucleotide adattatore. 
Questa informazione fornisce una sequenza di riferimento di partenza che viene 
utilizzata in combinazione con un sistema di codifica a 2 basi (in cui ogni coppia di basi 
adiacenti è correlata a un fluoroforo specifico) per decifrare algoritmicamente la 
sequenza stampo (17). 
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Figura 8: Sequenziamento mediante piattafirma Applied Biosystems SOLiD. In alto: sistema di 
codificazione a due basi della piattaforma. Ogni sonda consiste in un ottamenro costituito (in direzione 
3’→5’) da due basi specifiche seguite da 6 base degenerate con uno dei 4 marcatori fluorescenti legato 
all’estremità 5’. Le 2 basi specifiche corrispondono a una delle 16 combinazioni possibili di doppiette di 
basi. In basso: (A) il DNA stampo legato all’oligonucleotide adattatore P1, con il primer n ibridato, è 
interrogato dalle sonde che rappresentano le 16 combinazioni possibili di doppiette di basi. In questo 
esempio, le 2 basi specifiche, complementari al DNA stampo, sono AT; (B) dopo l’ibridazione e la 
ligazione della sonda il segnale di fluorescenza viene rilevato, la porzione della sonda corrispondente alle 
ultime 3 basi degenerate viene tagliata e prima del secondo passaggio di sequenziamento, l’estremita 5’ 
della sonda viene fosforilata; (C) ibridazione e ligazione della sonda successiva: (D) estensione completa 
del primer n durante il primo “round” costituito da 7 cicli di ligazione; (E) il prodotto ottenuto a seguito 
dell’estensione del primer n è denaturato dall’oligonucleotide adattatore legato al DNA stampo e viene 
effettuato un secondo “round” di sequenziamento con il primer n-1. Grazie all’utilizzo prograssivo di 
primer sfasati rispetto al primer iniziale, vengono sequenziate le basi dell’oligonucleotide adattatore, che 
funge da srquenza di riferimento di partenza, che in combinazione con il sistema di codificazione a 2 basi 
(in cui ogni coppia di basi adiacenti è correlata a un fluoroforo specifico) permette di decifrare 
algoritmicamente la sequenza stampo. 
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1.9 Nuove frontiere tecnologiche in NGS 
 
La nuova frontiera del sequenziamento degli acidi nucleici e` il single molecule 
sequencing basato sullo sviluppo di tecnologie sensibili. Tra le protagoniste di questa 
nuova fase, battezzata third-generation sequencing, troviamo Helicos Biosciences, 
Oxford Nanopore e Ion Torrent. La piattaforma resa disonibile da Helicos BioSciences 
permette il sequenziamento a singola molecola. Eliminato il processo di amplificazione 
clonale, il metodo si basa sulla frammentazione del DNA stampo e sulla 
poliadenilazione all’estremità 3’, in cui l’adenosina terminale risulta essere marcata con 
un fluoroforo. I filamenti di DNA poliadenilati vengono denaturati e ibridati a 
oligonucleotidi di poli(dT) immobilizzati sulla superficie di una cella a flusso. Le 
coordinate delle posizioni dei singoli filamenti di DNA catturati sono quindi registrate 
da una camera ottica e il fluoroforo viene rimosso e eliminato tramite un lavaggio prima 
di effettuare la reazione di sequenziamento. Per il sequenziamento vengono aggiunti 
alla cella a flusso una DNA-polimerasi e uno dei 4 dNTP marcati con il fluoroforo Cy5, 
la cui fluorescenza viene acquisita per determinare l’incorporazione della base nei 
singoli filamenti di DNA. Dopo rimozione del fluoroforo e lavaggio, tale processo viene 
ripetuto con il dNTP successivo marcato con Cy5. Ogni ciclo di sequenziamento, che 
consiste in aggiunte successive di DNA polimerasi e di ciascuno dei 4dNTP marcati, è 
chiamato “quad”. In genere, viene effettuato un numero di circa 25-30 “quad”, che 
permettono do ottenere reads di 45-50bp di lunghezza (17). 
Oxford Nanopore sfrutta per il sequenziamento una esonucleasi che stacca dalla 
molecola di DNA una singola base, la quale entrando in un nanoporo va a disturbare la 
corrente elettrica che lo attraversa in un modo caratteristico della specifica base azotata. 
La teconologia Ion Torrent utilizza ancora la DNA polimerasi, ma invece di un segnale 
luminoso va a misurare gli ioni idrogeno rilasciati durante la reazione di elongazione 
della molecola di DNA. Nessuna delle due tecnologie fa uso di nucleotidi marcati e di 
costosi sistemi di rilevazione ottica, il che le rende molto più economiche.  
 
1.10 Principali applicazioni delle piattaforme NGS: nuove prospettive nella 
diagnostica molecolare 
 
Le tecnologie NGS hanno notevolmente accelerato lo sviluppo di molti settori di 
ricerca genomica, consentendo di effettuare esperimenti prima impensabili.  
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Analisi genomica 
 
Le tecnologie NGS consentono il sequenziamento del DNA genomico fino alla sua 
completa caratterizzazione sia che si tratti di poche centinaia di migliaia di basi, come 
nel caso di un microrganismo, sia che si tratti di circa 3'000'000’000bp come nel caso 
del genoma umano. Ovviamente per coprire in modo efficace il genoma umano sarà 
necessaria una quantità di reads estremamente più elevata rispetto ad un microrganismo. 
La capacità delle apparecchiature con più alto throughput di generare reads, oggi 
consente la caratterizzazione del genoma umano. Grazie alle tecnologie NGS e` 
possibile sequenziare anche il genoma di specie di cui, al momento, la sequenza non è 
ancora nota (generalmente microrganismi). In particolare, la capacità della tecnologia 
454 di sequenziare frammenti più lunghi rispetto a quelli che possono essere 
sequenziato con le tecnologie Illumina o SOLiD, adatte al sequenziamento di “short 
reads”, facilita il “de novo assembly” in assenza di un genoma di riferimento. Questo 
permette inoltre di ottenere informazioni relative ad aplotipi nucleotidici all’interno di 
regioni di alcune centinaia di basi permettendo l’ identificazione di inserzioni e 
delezioni di media grandezza e per produrre allineamenti in zone contenenti sequenze 
ripetute. 
 
Sequenziamento genomico di regioni di interesse: targeted resquencing 
 
Il sequenziamento di regioni genomiche di interesse, come ad esempio gli esoni o 
una lista di oncogeni, e` possibile grazie alle tecniche di arricchimento delle sequenze di 
interesse tecniche di capture. Le più comuni sono quelle mediante PCR o mediante 
sonde marcate con biotina. E` possibile in questo modo focalizzare l’analisi solo su 
regioni di interesse con un significativo risparmio economico. Un caso particolarmente 
interessante e` quello dell’exome sequencing dove vengono analizzate tutte le sequenze 
codificanti del geneoma. 
 
Metagenomica  
 
Le tecnologie NGS hanno avuto un impatto enorme sullo studio della diversità 
microbica in campioni ambientali e clinici. Dal punto di vista operativo, il DNA 
genomico è estratto dal campione di interesse e convertito in una libreria che può essere 
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sequenziata mediante piattaforma NGS. Le sequenze ottenute vengono allineate a 
sequenze di riferimento di microrganismi che si ipotizzano essere presenti nel 
campione. Possono essere distinte specie strettamente correlate e possono essere 
desunte anche le specie più distanti dal punto di vista filogenetico. Il “de novo 
assembly” di dati ottenuti può fornire informazioni a sostegno della presenza di specie 
note o potenzialmente nuove. Si ottengono informazioni genomiche di natura qualitativa 
e l’analisi delle proporzioni relative delle “reads” può essere utilizzata per ottenere 
informazioni quantitative sulle singole specie microbiche. La maggior parte delle analisi 
di metagenomica mediante le tecnologie NGS è stata effettuata con la tecnologia 454 in 
quanto la lunghezza maggiore dei frammenti sequenziati facilita l’allineamento a 
genomi microbici di riferimento e il “de novo assembly” di genomi microbici non 
ancora caratterizzati. Esempi di studi di metagenomica includono analisi di popolazioni 
microbiche nell’oceano e nel suolo, l’identificazione di un nuovo arenavirus in pazienti 
trapiantati e la caratterizzazione della microflora presente nella cavità orale umana e 
nell’intestino di gemelli obesi e magri (17). 
 
Analisi di espressione di RNA: trascriptome sequencing 
 
Le tecnologie NGS hanno fornito un nuovo e potente approccio, denominato 
transcriptome sequencing, per la mappatura e la quantificazione dei trascritti nei 
campioni biologici. L’RNA totale presente nella cellula e` costituito principalmente dal 
RNA ribosomiale, dal tRNA e solo in piccola parte dal RNA messaggero. E` possibile 
eseguire il sequenziamento del trascrittoma solo dopo purificazione del RNA. Esistono 
2 strategie principali: 1) l’arricchimento mediante capture delle sequenze con coda di 
poli(A), l’mRNA per l’appunto, oppure 2) per deplezione del rRNA e tRNA (17). 
 
Mappatura delle proteine leganti il DNA e analisi della cromatina 
 
La caratterizzazione delle proteine regolatrici associate al genoma è progredita 
enormemente grazie all’introduzione delle tecnologie di immunoprecipitazione della 
cromatina e all’ibridazione a “microarray” (ChiP-on-chiP). Con tale approccio, le 
proteine associate al DNA genomico sono ibridate chimicamente ai loro siti di legame e 
il DNA è frammentato mediante sonicazione o digestione con nucleasi micrococcica. Le 
proteine ibridate con il DNA sono immunoprecipitazione con anticorpi specifici per le 
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proteine di interesse. Il DNA nell’immunoprecipitazione viene purificato e ibridato ad 
un “array” di oligonucleotidi costituito da sequenze genomiche, consentendo 
l’identificazione dei siti di riconoscimento delle proteine leganti il DNA. La tecnologia 
ChiP-on-chiP puo` esssere sostituita in una varietà di approcci di ChIP-Seq in cui il 
DNA recuperato dall’immunoprecipitato viene convertito in una libreria ed analizzata 
mediante NGS. Le “reads” ottenute sono mappate al genoma di interesse di riferimento 
per generare una mappa sull’intero genoma dei siti di riconoscimento delle proteine 
leganti il DNA. 
Analogamente all’approccio di RNA-Seq, il ChIP-Seq presenta l’importante vantaggio 
di non richiedere della conoscenza a priori delle posizioni genomiche di legame 
proteico. Oltre allo studio relativo ai fattori di trascrizione, le piattaforme NGS sono 
anche utilizzate per mappare la metilazione a livello del genoma (17). 
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1.11 Analisi dei dati 
 
Gli esperimenti di NGS generano una quantità di informazioni senza precedenti. 
Esistono tre fasi consecutive dell’analisi dei dati. La prima fase più tecnica prevede a 
livello del sequenziatore la conversione del dato grezzo in reads; la seconda prevede 
l’allineamento delle reads e l’identificazione dei dati di interesse per esempio le 
mutazioni o il livello di espressione di un gene; ed infine la fase di interpretazione dei 
dati ottenuta e del conferimento del loro significato biologico.  
Come primo tipo di informazioni si ottiene un’enorme quantità di immagini dei segnali 
di luminescenza o di fluorescenza acquisiti sulla superficie della cella a flusso, registrate 
dopo ogni passaggio di sequenziamento. 
 
 
Figura 9: Immagini della cella a flusso della piattaforma Illumina. Ogni segnale di fluorescenza deriva da 
un cluster di DNA stampo amplificato clonalmente. Le immagini vengono elaborate per identificare i 
singoli cluster e per eliminare il rumore di fondo o eventuali interferenze. 
 
Questa massa di informazioni richiede un sistema interconnesso (“data-pipeline 
system”) con capacità operativa molto elevata per l’archiviazione, la gestione e 
l’elaborazione dei dati. L’operazione di elaborazione principale del “data-pipeline 
system” consiste nella conversione delle immagini acquisite in “reads”, definita “base 
calling”, che richiede un intenso lavoro computazionale. In primo luogo, i cluster 
vengono identificati e localizzati attraverso una serie di immagini. Mediante l’impiego 
di algoritmi specifici per ogni piattaforma vengono quindi valutati una serie di 
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parametri di immagine quali intensità, rumore di fondo e presenza di eventuali segnali 
aspecifici per generare sequenze nucleotidiche e assegnare a ciascuna base punteggi di 
qualità (“quality score”), correlati alla probabilità di errore.  
I Quality scrores, calcolati durante il processo di “base calling” delle piattaforme NGS, 
forniscono importanti informazioni per l’allineamento e l’analisi di variazioni. Sebbene 
la valutazione della qualità vari a seconda del tipo di piattaforma, i calcoli sono tutti 
effettuati in base allo storico “phared score”, introdotto nel 1998 per i dati di sequenza 
di Sanger. Il valore di qualità del “phred score” (q) utilizza una scala logaritmica per 
esprimere la probabilità dell’identificazione non corretta di una base (e): 
q= -10 log10 (e). 
La probabilità di identificare una base in modo non corretto pari a 0.1 (10%), 0.01 (1%) 
e 0.001 (0.1%) corrispondono, rispettivamente, ad un phred score q= 10, 20 e 30, 
rispettivamente. I tassi di errore per le piattaforme NGS stimati tramite i “quality 
scores” dipendono da diversi fattori, inclusi i rapporti tra segnale e rumore di fondo, 
l’interazione tra cluster adiacenti e il fenomeno di “dephasing”. Nuovi software sono 
stati studiati e sviluppati migliorando l’accuratezza dei “quality scores” e quindi 
l’accuratezza del sequenziamento, senza richiedere processi aggiuntivi di “base calling” 
(16). 
Una volta generate le reads e determinata la qualità con cui sono state identificate le 
basi nucleotidiche si passa alla seconda fase dell’analisi dei dati che comprende: 
l’allineamento, che ricerca corrispondenze tra le “reads” e il genoma di riferimento; il 
variant calling, che tenta di separare differenze dovute ad errori genetici dagli errori 
strumentali compiuti nell’analisi; il filtraggio e l’annotazione, che tentano di allineare le 
“reads” al genoma di riferimento determinando quali variazioni sono le variazioni 
contribuiscono al fenomeno in studio. 
 
Allineamento 
 
L’allineamento è il processo attraverso cui si mappano “reads” corte ad un 
genoma di riferimento. I file SAM (sequence Alignement Map) e BAM (Binary 
Alignment Map) sono gli standard di riferimento per il salvataggio dei dati ottenuti 
dall’allineamento.  
L’allineamento e l’”assembly” risultano più difficoltosi sui dati ottenuti tramite 
piattaforme NGS rispetto a quelli ottenuti tramite sequenziamento con il metodo 
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Sanger, a causa della minor lunghezza delle “reads” che sono generate nel primo caso. 
Una limitazione nell’allineamento e nell’”assembly” di “short reads” è l’impossibilità di 
allineare in modo univoco ampie porzioni di una serie di “reads” quando la lunghezza 
delle stesse diventa troppo ridotta. Allo stesso modo, il numero di “reads” allineate in 
modo univoco si riduce quando si effettuano allineamenti a genomi o a sequenze di 
riferimento più grandi e complessi, che hanno una maggior probabilità di contenere 
sequenze ripetute. L’allineamento univoco è ridotto non solo dalla presenza di sequenze 
ripetute, ma anche dalle omologie condivise all’interno di famiglie geniche strettamente 
correlate e con pseudogeni. L’allineamento non univoco di “reads” viene risolto dal 
software assegnando le “reads” a posizioni multiple o lasciando lacune (gap) 
nell’allineamento stesso. Esistono molti algoritmi di allineamento delle reads come ad 
esempio alcuni sono BWA, oggi il più usato, Novoalign, ELAND, GMAP. 
 
Variant Calling 
 
Dopo l’allineamento delle “reads”, il DNA in analisi può essere confrontato con il 
genoma di riferimento e possono essere rilevate eventuali variazioni. La complessità di 
questa fase dell’analisi bioinformatica sta nel dover identificare le variazioni vere, ossia 
mutazioni nel genoma, da variazioni dovute ad errori di sequenziamento. I tassi di 
errore delle “reads” per le singole piattaforme NGS sono più elevati di quelli che si 
osservano per il sequenziamento con il metodo Sanger. L’accuratezza per le piattaforme 
NGS è ottenuta mediante il sequenziamento ripetuto di una data regione di interesse 
mediante una procedura massiva e parallela in cui ogni sequenza contribuisce 
all’intensità di “coverage”, consentendo di definire una sequenza “consensus”. Le fasi 
di “assembly”, allineamento e analisi dei dati derivanti dalle piattaforme NGS 
richiedono un numero adeguato di “reads” tra loro sovrapposte, definito “coverage”. Il 
“coverage” per una data regione di sequenza è variabile e diversi fattori, oltre alla 
variabile casuale di Poisson della preparazione della libreria, possono contribuire a 
questa variabilità, incluse la ligazione differenziale degli oligonucleotidi adattatori alle 
sequenze di DNA stampo e l’amplificazione differenziale durante la generazione 
clonale del DNA stampo. Al di là degli errori di sequenza, un “coverage” non adeguato 
può portare a un mancato rilevamento di un’effettiva variazione nucleotidica, dando 
origine a risultati falsi negativi per campioni eterozigoti (16). La soluzione a questo 
problema è aumentare la sensibilità degli strumenti nell’analisi iniziale, e migliorare i 
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software utilizzati nell’allineamento, nonché avere un database di confronto di notevoli 
dimensioni.  
 
Filtro e annotazione 
 
Con i passaggi precedenti viene generata una lista di potenziali differenze tra il 
genoma in studio e quello di riferimento. In questa fase è necessario determinare quale 
di queste variazioni, non dovute ad errori di sequenziamento, contribuiscono al 
fenomeno in studio. Il filtro può essere eseguito con il confronto delle “reads” contro un 
albero genetico di riferimento, cercando quindi tutti quegli elementi di cui si conosce la 
funzione, oppure, nel caso del cancro ad esempio, analizzando il genoma sequenziato di 
tessuti malati e tessuti sani dell’individuo, escludendo quelle variazioni presenti in 
entrambi i tessuti. Oltre al filtro, l’annotazione fornisce un altro strumento per 
selezionare e restringere il campione in esame, effettuando ricerche su studi precedenti, 
oppure applicando modelli degli effetti funzionali predetti. 
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2 OBIETTIVO DELLA TESI 
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Questa analisi rappresenta il primo passo di un ampio progetto volto alla 
caratterizzazione delle mutazioni somatiche dei tumori epiteliali del timo. Data la 
pubblicazione dei dati di exome sequencing nel 2014 e quella dei dati di TCGA prevista 
per un imminente futuro (prevista per Luglio 2016) si conosceranno le mutazioni tipiche 
dei tumori epiteliali timici. Sarà pertanto possibile disegnare un pannello di geni 
specifico per i tumori epiteliali del timo. Esistono ad oggi varie tecnologie per eseguire 
targeted resequencing come ad esempio la tecnologia basata su ampliconi, quella 
nextera o quella basata su sonde marcate magneticamente. Nella determinazione della 
tecnologia più adatta al nostro scopo dobbiamo tener conto della possibilità di lavorare 
con materiale paraffinato. Per cominciare la nostra analisi abbiamo deciso di testare un 
pannello precostituito di geni frequentemente mutati nel cancro su un gruppo di casi di 
tumore epiteliali del timo. La tecnologia utilizzata è TruSeq Amplicon cancer panel per 
MiSeq, Illumina. Inoltre, implementare l’utilizzo di tale tecnologia potrebbe essere utile 
per il sequenziamento di altre tipologie di tumori nel nostro laboratorio. 
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3 MATERIALI E METODI 
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3.1 Campioni tumorali ed estrazione del DNA 
 
Dal gennaio 2014 al maggio 2016 durante la resezione chirurgica sono stati 
collezionati 18 campioni  di tumore epiteliale del timo. Tali campioni sono stati 
immediatamente congelati a -180°C e conservati. Per un singolo caso era disponibile un 
campione di sangue periferico in EDTA che e` stato conservato a -80C. 
Per ogni campione tumorale sono state preparate sezioni di 10µm al criostato. Le 
sezioni sono state colorate con ematossilina ed eosina e valutate da un anatomo 
patologo esperto per valutare il contenuto in cellule tumorali e la presenza di timociti 
non neoplastici. Le aree tumorali con >80% di cellule neoplastiche sono state 
identificate e macro-dissecate con un bisturi, senza che il tessuto venisse scongelato. Il 
materia così ottenuto è stato utilizzato per l’estrazione di DNA ed RNA. Dei 18 
campioni raccolti, solamente 8 erano idonei all’estrazione degli acidi nucleici.  
Per gli 8 campioni selezionati è stata eseguita estrazione di DNA utilizzando il 
QIAGEN AllPrep DNA/RNA Mini kit (che permette anche la contemporanea 
estrazione dell’RNA e DNA) secondo il protocollo indicato dal produttore: 
(https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=bbd50261-3b80-4657-ad58-
6a5a97b88821&lang=en) 
Per il campione di sangue il DNA e` stato estratto utilizzando kit QIAGEN EZ1 Dsp 
DNA Blood Kit 48, Version 3 secondo il protocollo indicato dal produttore: 
(https://www.qiagen.com/resouces/download.aspx?id=fc88019d0-e089-4f60-8f11-
ae59dbcf8d3a&lang=it.IT) 
 
3.2 TruSeq Amplicon Cancer Panel Kit - ILLUMINA 
ll TruSeq Amplicon - Cancer Panel kit consente l’identificazione di mutazioni 
all’interno di importanti geni coinvolti nella cancerogenesi, inclusi BRAF, KRAS e 
EGFR. Il kit fornisce probes di oligonucleotidi predisegnati e ottimizzati per il 
sequenziamento di hotspots mutazionali in sequenze genomiche target > 35 kilobases 
(kb). In totale 48 geni sono targhettati con 212 ampliconi. Questo approccio permette la 
scoperta, la validazione e lo screening di varianti genetiche in modo rapido ed 
efficiente.   
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Tabella 3.1     
ABL1 EGFR GNAS MLH1 RET 
AKT1 ERBB2 HNF1A MPL SMAD4 
ALK ERBB4 HRAS NOTCH1 SMARCB1 
APC FBXW7 IDH1 NPM1 SMO 
ATM FGFR1 JAK2 NRAS SRC 
BRAF FGFR2 JAK3 PDGFRA STK11 
CDH1 FGFR3 KDR PIK3CA TP53 
CDKN2A FLT3 KIT PTEN VHL 
CSF1R GNA11 KRAS PTPN11  
CTNNB1 GNAQ MET RB1  
Tabella 2: Elenco dei 48 geni inclusi nel TruSeq Cancer Panel kit 
 
Per ciascun amplicone è presente una specifica coppia di oligonucleotidi ai quali è 
legata una sequenza di primers identici per tutti gli ampliconi. L’ibridazione di questi 
oligonucleotidi al DNA genomico consente l’amplificazione selettiva di una singola 
copia del frammento di interesse che troverà alla sua estremità i primers identici a quelli 
degli altri frammenti. Utilizzando le sequenze complementari a quella dei primers è 
possibile amplificare la libreria di interesse con una normale PCR che avrà una 
efficienza simile per ogni frammento. .Prima della generazione della libreria vengono 
introdotti due index alle estremità del frammento che consentiranno di correre piu` 
campioni nella stessa cartuccia di MiSeq. Infatti una volta generate le reads sarà 
possibile selezionare le reads dei vari campioni in base alla sequenza degli indici 
introdotti. 
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Figura 10: A) Ibridazione dei probes,  B) Estensione e ligazione,  C) Aggiunta degli indici e degli 
adattatori di sequenziamento tramite PCR,  D) Lettura finale degli ampliconi tramite sequenziamento su 
MiSeq 
 
Per l’analisi TrueSeq abbiamo valutato la qualita` del DNA isolato per mezzo del 
Nanodrop 2000c e tutti i campioni presentavano un rapporto A260/A280 compreso tra 
1,8 e 2,0 e A230/280 >2,0. La quantità di dsDNA e` stata misurata con il fluorimetro 
Qubit 3.0. Ciascun campione è stato diluito per ottenere una concentrazione finale di 
50ng/µl da utilizzare come soluzione di lavoro ed abbiamo utlizato 4ul di soluzione 
(200ng di DNA) per l’analisi. Per il sequenziamnto abbiamo seguito le istruzini del 
produttore (http://www.illumina.com/products/truseq_amplicon_cancer_panel.html) che 
prevede i seguenti steps: 
1. Ibridazione del pool di oligonucleotidi 
2. Rimozione degli oligonucleotidi non legati 
3. Estenzione e ligazione degli oligonucleotidi 
4. Introduzione degli indici campione specifici ed aplificazione in PCR 
5. Clean up delle libraries 
 
Per verificare la corretta amplificazione della libreria abbiamo scelto di eseguire corsa 
elettroforetica su gel d’agarosio 4%. Per ogni campione il prodotto di amplificazione 
ottenuto è stato quello atteso: 310pb. Anche il controllo interno è risultato avere la 
lunghezza attesa 350bp. 
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Figura 11: Corsa su gel d’agarosio 4% dei prodotti di amplificazione. In prima posizione controllo 
positivo di lunghezza pari a 350pb, di seguito i prodotti di amplificazione dei singoli campioni di 
lunghezza pari a 310pb. 
 
6. Normalizzazione delle Libraries 
7. Pooling delle Libraries e loading del MiSeq 
 
Su una singola cartuccia di MiSeq sono state caricate 15 librerie di ampliconi + 1 
controllo interno. Per due casi TMI26 e TMI33 sono state generate due librerie a partire 
dal DNA tumorale. Per il carcinoma timico TMI12 sono state generate 3 librerie a 
partire dal DNA tumorale. Per il campione TMI36 per cui era disponibile DNA 
tumorale e normale sono state generate 2 librerie da entrambi. In questo modo è stato 
possibile generare 16 campioni alcuni dei quali replicati tecnici utili a determinare la 
riproducibilità interna del metodo.  
 
3.3 Analisi dei dati 
 
L’analisi dei dati è stata eseguita utilizzando il servizio “Basespace” online di 
Illumina che offre una pipeline precostituita per il pannello TrueSeq cancer panel. In 
breve sono state generate “pair end reads” di 151 nucleotidi che sono state allineate 
tramite BWA al human genome di riferimento NCBI build 37. Per mezzo di Variant 
Studio sono state identificate le variazioni con il genoma di riferimento: sono state 
filtrate le calls che non soddisfacevano i parametri di qualità standard, quelle che 
interessavano regioni diverse da quelle trascritte e quelle con un covarege basso (<100 
reads). Tutte le mutazioni identificate sono state ispezionate visivamente su IGV per 
escludere la possibilità di errori di calling o problemi relativi al covarage. 
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4. RISULTATI 
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Le caratteristiche cliniche dei pazienti analizzati sono riportate nella seguente tabella 
 
 
          
 
Campione Età Sesso WHO Stage 
1 TMI 12     50 M TC IVA 
2 TMI 21     66 F A IIB 
3 TMI 26     61 M B3 III 
4 TIM 29     50 M AB IIB 
5 TMI32     43 M B3 III 
6 TMI33      M B IIA 
7 TMI34     66 M B3 IIA 
8 TMI36      F A IIB 
Tabella 3: Età, sesso e caratteristiche cliniche dei pazienti analizzati 
 
E` stato possibile sequenziare 15 casi di cui alcuni replicati tecnici. La seguente tabella 
descrive i casi eseguiti: 
 
# Campione Descrizione 
1 TMI12 Carcinoma Timico TMI12  
2 TMI12bis Carcinoma Timico TMI12 primo replicato 
3 TMI12tris Carcinoma Timico TMI12 secondo replicato 
4 TMI21 Timoma TMI21 
5 TMI26 Timoma TMI26 
6 TMI26bis Timoma TMI26 primo replicato 
7 TMI29 Timoma TMI29 
8 TMI32 Timoma TMI32 
9 TMI33 Timoma TMI33 
10 TMI33bs Timoma TMI33 primo replicato 
11 TMI34 Timoma TMI34 
12 TMI36 Timoma TMI36 
13 TMI36bis DNA normale del paziente TMI36 
14 TMI36N Timoma TMI36 primo replicato 
15 
TMI36Nbis 
DNA normale del paziente TMI36 primo 
replicato 
Tabella 4: Elenco dei 15 casi totali sequenziati 
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Parametri relativi alla qualità` della Crosa Risultati della corsa MiSeq 
 
Parametro Qualità Valore ottenuto Valore di Riferimento 
Cluster Density 720 K/MM
2
 800-1000 K/MM
2 
Phas 
Prephas 
0.085 
0.046 
<0.25 
<015 
% Q score≥30 97,41% >80% 
Tabella 5: Parametri ottenuti per la corsa eseguita 
 
Coverage delle regioni target di interesse 
 
Il numero medio di reads allineate per campione era 1'553'008 con una standard 
deviation di 634'987 reads. Il coverage medio per ogni amplicone varia da 3697 a 
10’590, con una percentuale di uniformità di coverage nei diversi campioni compresa 
tra 86.2% e il 90.2%. I valori di coverage riscontrati indicano una buona performance di 
tutti campioni (confrontate con il valore di uniformità di coverage riportate nel Data 
sheet fornito dal kit >85%).   
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Figura12: Il grafico riporta le reads eseguite per ciascun campione. 
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Ripetibilità (Intra-run precision) 
 
Avendo generato replicati tecnici dello stesso campione biologico a partire dalla 
costruzione della libreria, possiamo valutare la riproducibilità del nostro metodo. 
Sebbene esistano delle differenze tra i risultati per uno stesso campione nei dati grezzi 
di sequenziamento (data non mostrati) dopo il filtro dei parametri descritto della sezione 
materiali e metodi la concordanza tra campioni era ottima (Figura 13). Infatti, la stima 
della ripetibilità intra-run è stata eseguita prima e dopo l’analisi di validazione delle 
varianti restituite dal sequenziamento. La percentuale di correlazione tra campioni 
ripetuti è passata dal 72% prima della validazione delle varianti al 97,3% terminata 
l’analisi. 
 
90%	 92%	 94%	 96%	 98%	 100%	
TMI12							vs	TMI12bis	
TMI12bis		vs	TMI12tris	
TMI12							vs	TMI12tris	
TMI26								vs	TMI26bis	
TMI33								vs	TMI33bis	
TMI36								vs	TMI36bis	
TMI36N						vs	TMI36Nbis	
 
Figura 13: Percentuale di concordanza tra campioni ripetuti al termine dell’analisi di validazione delle 
varianti. 
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Identificazione delle variazioni 
 
Il numero medio di variazioni (single nucleotide variation (SNV) e insertion-
deletion (INDELs)) identificato per campione è stato di 13 (Tabella 6) 
 
     
Sample 
Total Aligned 
Bases 
               
Snv Insertion Deletion 
TMI12 144,142,820 11 0 0 
TMI12bis 58,745,316 11 0 0 
TMI12tris 116,820,511 11 0 0 
TMi21 167,566,300 13 1 1 
TMi26 161,934,891 12 0 0 
TMI26bis 118,655,699 12 0 1 
TMi29 78,934,404 15 0 0 
TMi32 181,790,710 13 0 0 
TMi33 173,405,281 13 0 0 
TMi33bis 98,262,951 13 0 0 
TMi34 159,879,805 9 0 1 
TMi36 27,017,719 16 0 1 
TMI36bis 63,410,978 17 0 1 
TMi36N 82,728,095  15 0 0 
TMI36Nbis 116,558,730 15 0 0 
Totale 1,749,854,210 196 1 5 
Tabella 6: Numero di basi totali allineate, variazioni a singolo nucleotide (Snv), insersioni e delezioni 
identificate per ciascun campione. 
 
Non si osserva una correlazione lineare tra il numero di variazioni identificato ed il 
rumero di reads allineate ad indicare che il coverage ottenuto è stato sovramassimale. 
(Figura 14). 
 
Figura 14: In ascissa il numero di reads allinate, in ordinata il numero di variazioni identificate. Tra i due 
valori non si osserva correlazione lineare. 
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Interpretazione delle variazioni trovate 
 
Utilizzando Variant Studio è stato possibile classificare l’effetto delle 172 varianti 
riscontrate nei campioni tumorali analizzati (Tabella 15). 98 variazioni sono risultate 
silenti poiché una volta tradotte in proteina non ne avrebbero alterato la struttura: il 
codone mutato codifica infatti per il medesimo aminoacido. Ventiquattro varianti sono 
state classificate come missense e 6 INDEls  risultavano essere frameshift. 
 
  
Varianti Identificate 
N° 
totale 
Varianti Silenti 98 
Varianti Missense 24 
Frame-shift INDELs  6  
Altre (3’UTR, splicing region, 
downstream stream gene variant)                                                                                                                                                     42
 
Probabili mutazioni somatiche 1 
Tabella 15: Classificazione delle varianti riscontrate 
 
Dal momento che non avevamo a disposizione, per ogni singolo paziente, il DNA 
genomico non tumorale non era possibile stabilire con assoluta certezza se le mutazioni 
riscontrate fossero somatiche (cioè acquisite dal tumore) oppure germinative e quindi, 
da considerarsi come polimorfismi. Si è reso quindi necessario confrontare il DNA 
tumorale di ogni singolo caso con quello non tumorale del campione TMI36N; le 
mutazioni comuni possono essere così interpretate come possibili polimorfismi.  
 
Le 172 variazioni totali sono state così classificate: 153 variazioni risultavano essere  
polimorfismi; 12 variazioni erano sinonime, 4 corrispondevano alla variazione M541L. 
Quest’ultima variazione era stata osservata in una nostra precedente analisi di 
sequenziamento di KIT e già interpretata come un polimorfismo (29).  
Altre due variazioni interessavano una  il gene FGFR2 S252W riscontrata nel campione 
TMI36 e ripetuta nel duplicato TMI36bis e l’altra variazione interessava il gene FLT3 
A447G presente nel campione TMI32. Quest’ultima non è stata descritta 
precedentemente in dbSNP, in COSMIC o ClinVar. Gli algoritmi SIFT e PolyPhen non 
predicevano un effetto sulla struttura o sulla funzione della proteina (tolleata SIFT score 
0.3 e benigna Polyphen score 0.024).  
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Al contrario la mutazione di FRFG2 S252W era già stata precedentemente descritta in 
dbSNP (rs79184941) e COSMIC associata ai tumori dell’endometrio. Sia SIFT che 
PolyPhen predicevano un effetto deleterio per la struttura e la funzione della proteina 
(deleterious SIF score 0.04; probably damaging PolyPhen score 0.983). Avendo a 
disposizione il DNA normale per questa paziente è stato possibile verificare la presenza 
della mutazione solo nel DNA tumorale (Figura 15). La presenza della mutazione era 
confermata nella ripetizione del caso TMI36bis.  
 
 
Figura 15: Il software IGV evidenzia la mutazione S252W nel DNA tumorale ma non nel controllo sano. 
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5. DISCUSSIONE 
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I tumori epiteliali del timo sono neoplasie rare, tuttavia, rappresentano i tumori 
primitivi più frequenti del mediastino anteriore.  Hanno un’incidenza di 0.2-0.3 per 
100.000 persone l’anno (4, 5), l’incidenza aumenta con l’aumentare dell’ età con un 
picco intorno alla VI decade. La relativa scarsa frequenza dei timomi, e la difficoltà di 
stabilire linee cellulari umane di timoma hanno reso difficile l’analisi genetica di questi 
tumori per molto tempo. Negli ultimi anni l’applicazione di tecnologie NGS ha aperto 
nuove prospettive per la caratterizzazione molecolare di questi tumori. Con la 
pubblicazione dei dati di exome sequencing del 2014 e quella dei dati di TCGA prevista 
per un imminente futuro (Luglio 2016) si conosceranno le mutazioni tipiche dei tumori 
epiteliali timici. Sarà pertanto possibile disegnare un pannello di geni specifico per i 
tumori epiteliali del timo. Ad oggi esistono varie tecnologie per eseguire targeted 
resequencing tra cui la tecnologia basata su ampliconi, che è stata testata in questo 
lavoro. 
La tecnologia di capture per mezzo di ampliconi del Kit TrueSeq potrebbe rappresentare 
un metodo di analisi utile per le neoplasie del timo. Tuttavia, dato il basso numero di 
mutazioni identificate, è necessario il design di un pannello di geni specifico per queste 
neoplasie. Il risultato era atteso: l’incidenza di mutazioni somatiche nei timomi dei geni 
tipicamente mutati nel cancro è, infatti, scarsa.  
Nel nostro gruppo di neoplasie era presente solamente un carcinoma del timo in cui 
questo tipo di mutazioni dovrebbe essere più comune. Tuttavia, non abbiamo 
individuato nessuna variazione candidata per essere una mutazione somatica in questo 
carcinoma. Al contrario abbiamo identificato per la prima volta la mutazione di FGFR2 
S252W in un timoma di tipo A. Generalmente i timomi di tipo A presentano un minor 
numero di mutazioni somatiche e sono caratterizzati dalla presenza della mutazione di 
GTF2I L404H. I campioni inclusi nello studio sono stati precedentemente sequenziati 
con tradizionale metodo Sanger per la mutazione missenso (cromosoma 7 
c.74146970T>A) nel gene GTF2I (il pannello di geni TruSeq Cancer Panel non include 
questo gene). Il campione TMI36, portatore della mutazione S252W, presentava anche 
la mutazione in eterozigosi GTF2I (cromosoma 7 c.74146970T>A), assente invece in 
tutti gli altri casi. 
Il gene FGFR2 codifica per la proteina fibroblast growth factor receptor 2. Questa 
proteina è uno dei quattro recettori per i fattori di crescita dei fibroblasti ed è coinvolta  
in importanti e differenti processi quali divisione cellulare, regolazione della crescita 
cellulare, angiogenesi, processi di guarigione delle ferite e sviluppo embrionale.  
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La famiglia dei recettori del fattore di crescita dei fibroblasti (FGFR) nell’uomo 
comprende quattro membri: FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4. Ciascun FGFR è 
costituito da tre domini extracellulari immunoglobulino simili (D1-D3), un dominio 
transmembrana e uno intracellulare, che consiste in una tirosin chinasi. 
I ligandi interagiscono con i domini D2 e D3; in particolare le interazioni con D3 sono 
responsabili della specificità di legame. Una breve sequenza di amminoacidi localizzata 
tra i domini D2 e D3 ha funzioni autoinibitorie.  
In seguito ad uno splicing alternativo dell’mRNA si ottengono le varianti b e c dei 
recettori FGFR1, FGFR2, FGFR3. Questo porta alla produzione di sette diversi sottotipi 
di FGFR, che vengono espressi sulla superficie cellulare. 
Ogni FGFR lega uno specifico sottotipo di FGF. Analogamente, la maggior parte degli 
FGF è capace di legare diversi sottotipi di recettori. FGF1 è spesso definito “ligando 
universale”, essendo in grado di attivare tutti i 7 tipi di recettori.  Al contrario, FGF7 
(noto anche come fattore di crescita dei cheratinociti, KGF) lega solo FGFR2b (KGFR). 
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Figura 16: rappresentazione schematica delle vie di trasduzione del segnale attivate dall’interazione 
ligando-FGRFs. La specificità di legame al ligando è determinata da uno splicing alternativo a carico 
dell’estremità carboss-terminale del terzo dominio immunoglobulinico (colorato in blu) in cui gli esoni 8 
o 9 possono essere utilizzati per produrre rispettivamenete le isoforme IIIb e IIIc. Il legame del ligando al 
recettore induce un’autofosforilazione nel dominio chinasico e una fosforilazione di FRS2, da cui inizia 
una cascata di segnale che porta all’attivazione di AKT e ERK.  
 
Mutazioni germinali a carico del gene FGFR2 sono note per essere la causa di una 
varietà di disordini dello sviluppo scheletrico; recentemente uno spettro simile di 
mutazioni somatiche è stato associato anche a tumori umani. Nel carcinoma 
endometriale (18, 19) sono state individuate con alta frequenza tre mutazioni: S252W, 
P253R, and N550K.  Le mutazioni  S252W e P253R sono state riscontrate anche come 
mutazioni autosomiche dominanti associate alla Sindrome di Apert (20). In particolare 
le  mutazioni S252W e P253R interessano la regione linker tra i domini 
immunoglobulinici D2 e D3 coinvolta nel legame con gli specifici ligandi FGF. Studi in 
vitro hanno riportato  che le mutazioni S252W FGFR2c e/o S252W FGFR2b 
aumentano l’affinità del recettore per i ligandi FGF da due ad otto volte, modificando 
inoltre la specificità di legame al ligando tipica di ciascuna diversa isoforma (21, 27, 
28). 
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Nelle cellule endometriali questo si traduce in un’attivazione autocrina del recettore. Le 
cellule endometriali esprimono, infatti, solo l’isoforma FGFR2b che non lega il ligando 
FGF2. La mutazione S252W conferisce al  recettore la capacità di legarsi al ligando 
FGF9 altamente espresso nelle cellule stromali dell’endometrio. 
Mutazioni somatiche di FGFR2 sono state individuate anche in altri tipi di tumore: la 
mutazione W290C è stata riscontrata anche nel carcinoma a cellule squamose del 
polmone (22),  la mutazione S267P riscontrata nel tumore gastrico (23). Polimorfismi a 
singolo nucleotide con una alta frequenza dell’ allele recessivo (38-39%) presenti nel 
secondo introne di FGFR2 sono stati associati ad un’aumento del rischio di cancro in 
due studi di associazione (24, 25). Mutazioni non senso e frameshift in FGFR2 sono 
state identificate anche nel 10% di melanomi (26) con conseguenze biologiche non 
ancora chiare ma suggestive per un coinvolgimento di FGFRs anche nella 
cancerogenesi di questi tumori. 
 
 
Figura 17: L’immagine riporta la posizione di tutte le mutazioni somatiche scoperte nei geni 
FGFRs. In giallo sono rappresentati i tre domini immunoglobilinici, in rosso il dominio chinasico. 
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In conclusione, la metodica utilizzata appare promettente per caratterizzare il pannel di 
mutazioni dei pazienti con tumori epiteliali del timo. Tuttavia, e` necessario disegnare 
un pannello custom che includa i geni comunemente mutati in queste neoplasie. Tale 
pannello sarà largamente influenzato dai risultati dello studio di exome sequencing del 
TCGA nei timomi i cui dati saranno pubblicati a breve. Nel frattempo sarebbe 
opportuno testare anche altri metodi di sequenziamento per esempio target capture con 
sonde marcate con particelle magnetiche perché offrono maggiori garanzie nella riuscita 
del disegno di un pannello custom rispetto agli ampliconi.  
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